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摘 要 

本 文 研究 了 细胞 松弛 素 D (CD) 对 小 鼠 乳 腺 腺 癌 细 胞 系 (MA782/59-8102) 细胞 的 作用 ,统计 了 在 0.4 微 
克 / 上 毫升 CD 作用 下 的 多 核 织 胞 形成 率 ， 并 与 HEp2 细胞 及 正常 要 免 肾 原 代 培养 细胞 进行 比较 。 结 果 表 明 ， 
CD 处 理 48 小 时 后 ， 肿 狼 细 肢 形 成 大 量 的 多 核 ， 之 3 核 的 细胞 数 在 MAT782/5S-8102 细 胸中 为 37.05%， 在 
HEp2 细胞 中 为 18,37%。 正 常 轴 免 肾 原 代 培 养 细 胞 经 同样 处 理 后 之 3 核 的 细胞 数 只 有 0.05% 。 肿瘤 细胞 多 
核 形成 的 比例 会 随 CD 处 理 时 间 的 延长 而 显著 增高 , 并 出 现 排 核 现象 。CD 处 理 96, 144 小 时 后 的 多 核 细胞 数 ， 
MA 782/5S-8102 细胞 分 别 为 47.90%、53.12%，HEp2 细胞 分 别 为 43.94%、51.94%， 而 正常 要 免 凤 原 代 
培养 细胞 则 仅 为 0.26%% 和 0.39%， 亦 未 见 排 核 现象 。 种 瘤 细 胞 和 正常 细胞 对 CD 的 不 同 反 应 ， 有 可 能 作为 
鉴别 肿瘤 细胞 与 正常 细胞 的 一 个 简便 易 行 的 工具 。 


关键 词 ”细胞 松弛 素 D AMR 多核 细胞 

细胞 松弛 素 是 一 类 真菌 的 代谢 产物 。 自 1967 年 Carter 首次 报道 细胞 松弛 素 BB 
(cytochalasin B， 简 称 CB) 能 诱发 体外 培养 的 二 细胞 发 生 排 核 作用 及 其 它 生物 学 效 
MUSK, MUSA Ee CB 对 不 同 的 细胞 相继 进行 了 研究 。 它 具有 广泛 的 生物 学 效 
应 ， 如 能 抑制 细胞 质 分 裂 ， 用 它 处 理 肿瘤 或 转化 细胞 后 核 分 裂 控 制 失调 ， 细 胞 核 可 进行 
多 次 分 裂 ， 形 成 大 量 的 多 核 细胞 (O'Neill, 1974; Steiner 等 , 1978 Medina 等 , 19808 
Sormers 等 ,1982; Kelly 等 ,1973)， 并 出 现 高 比率 的 染色 体 提 前 凝集 现象 (Premature 
Chromosome Condensation, WR PCC) (O'Neill, 1972; O'Neill 等 , 1972)。 用 较 高 浓 
度 的 细胞 松弛 素 处 理 细 胞 , 可 产生 排 核 现象 (Carter, 1967; 章 静 波 等 ,1979), 协同 离心 
术 可 获得 去 核 细胞 及 小 细胞 (Presscott 等 ,1972; Bossart 4%, 1975; 陈 瑞 铭 等 ，1979)。 它 
能 作用 于 细胞 的 微 丝 系统 、 影 响 细胞 的 运动 (Miranda 等 ,1974a; Miranda %, 1974b.), 
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可 调节 细胞 质 膜 与 植物 凝集 素 的 反应 -(Greese- 等 ,1976; ) 等 等 。 尤 其 是 引起 恶性 细胞 形 
成 多 核 、 而 正常 细胞 几乎 不 形成 多 核 这 一 特征 ， 颇 为 肿瘤 细胞 生物 学 家 所 关注 ， 并 对 不 
同类 型 的 细胞 进行 了 观察 比较 (Steiner 等 ,1978; Medina 等 ,1980) ， 力 求 探讨 出 用 CB 
鉴别 恶性 细胞 与 正常 细胞 的 新 方法 。 因 此 ， 细 胞 松弛 素 在 细胞 生物 学 的 广泛 研究 中 是 一 
Ann 

今 为 止 ， 对 CB 的 研究 报道 较 多 ， 对 其 余 几 种 细胞 松弛 素 的 研究 讽 少 < 自 1978 年 
要 。 植物 研究 所 王 钧 等 从 竹 菌 中 分 离 出 细胞 松弛 素 D (Cytochalasin D, 简称 CD ) 
以 来 ， 对 国产 CD 的 研究 也 见报 道 〈 章 静波 等 ,1979， 章 静波 等 , 1991) ,.。 为 进一步 探讨 
CD 的 某 些 生物 学 效应 ， 本 文 用 国产 CD 对 本 室 新 近 建 立 的 小 鼠 乳 腺 腺 癌 细 胞 系 (MA - 
782/55-8102) 细 胞 进行 了 研究 ， 并 与 HEp2 细 胞 及 正常 婴 免 肾 原 代 培 养 细胞 比较 ， 现 将 
结果 报道 如 下 。 

材料 及 方法 

材料 来 源 

1. MA782/5S—8102 细胞 ASS Oe eee SO Pk MA 
782/55 中 培养 建立 的 细胞 系 〈 王 桂 英 等 , 1985) 。 

2. HEp2 细胞 自 本 系 水 病毒 研究 室 引 入 。 

3. 婴 免 肾 原 代 培养 细胞 KERETA 2—3 RAL, FURR H E 
部 分 ， 以 Hanks 液 洗 两 次 ， 剪 碎 ，0.25%% 的 胰 酶 〈Difco) 做 常规 冷 消化 后 进行 接 种 培 
4. CD 由 云南 省 植物 研究 所 生理 室 提 供 ， 为 白色 粉 未 状 结晶 “〈 王 钧 等 , 1978)。 
先 以 微量 纯 酒 精 助 党， 再 以 Hanks 液 配 成 25 微 克 / 毫 升 之 浓缩 液 ， 置 普通 冰箱 冰 格 内 保 
F. WHAHA Hanks 液 稀 释 成 5 微克 /毫升 ， Ee ere 使 最 i z A 0.4 微 
克 / 毫 升 。 

细胞 培养 及 CD AE BERAR TEE 细胞 及 HEp2 细胞 ， 细 
胞 浓度 为 5 x10:4 个 /毫升 细胞 悬 液 接种 于 预先 署 有 32 x 12 毫 米 盖 玻 片 、 瓶 底面 积 为 32 x 
13 毫 米 的 试管 培养 钵 内 ， 使 细胞 附着 于 盖 玻 片 之 上 ， 每 瓶 接种 1 毫升 ， 置 37°C 培 养 。 培 
养 液 为 含 15% 小 牛 血 清 的 Nissui 1640 (北京 、 中 国 科学 院 生物 物理 研究 所 生化 厂 生 
产 ) ， 补 加 0.23 单 位 /毫升 的 胰岛 素 及 适量 青 链 霉 素 〈 常 规 用 量 ) 。 当 细胞 接种 培养 约 
30 小 时 后 ， 弃 去 旧 液 ， 换 成 含 0,4 微 克 / 毫 升 CD 的 新 鲜 培 养 液 连续 培养 6 天。 对 照 组 
不 加 入 CD ， 但 加 入 同等 剂量 的 纯 酒精 (培养 液 中 含量 ，0.03%) 。 在 连续 处 理 6 天 的 
过 程 中 , 隔 天 换 液 一 次 , 并 于 人 处理 后 48、96、144 小 时 分 别 取 样 ， 每 次 取样 两 产 ，' 即 将 并 
内 盖 玻 片 取 出 ， 以 Bouin RRA, HE 染色 、 封 片 ， 在 普通 显微镜 下 按 细 胞 所 含 核 
数 分 类 计数 ， 并 统计 各 类 细胞 百分比 。 每 张 玻 片 每 次 计数 500 个 细胞 以 上 ， 计数 两 次 。 

正常 婴 免 肾 原 代 细胞 的 培养 及 CD 处 理 ， 除 培养 液 为 含 10% 小 牛 血清 的 水 解 乳 蛋白 

(美国 、OXOID 产品 》， 接 种 量 不 予 计数 外 ， 均 与 MA782/5S—8102 细胞 及 HEp2 细 
胞 相同 。 





了 


EE TERY PRA HE Dt Ay A AA IR DRA AO (MA782/5S—e102) fu Ab He He At 





观察 分 析 了 上 述 三 种 细胞 的 多 核 形 成 率 。 结 暴 1, AS) BH. CD 处 理 48 小 
时 后 ， 肿 瘤 细 胞 形成 大 量 的 多 核 ，> 3 核 的 细胞 数 ，MA782/55 一 8102 细 胞 为 37,05%， 
HEp2 细胞 为 18.37%， 而 未 加 CD 的 对 照 组 则 分 别 为 0.6% 和 和 1.24%， 试验 组 与 对 照 组 
相 比 ， 多 核 细胞 率 显 著 增 加 。 而 正常 细胞 经 CD 处 理 后 的 核 数 百 分 数 变 化 与 恶性 细胞 则 
全 然 不 同 ，CD 处 理 正常 婴 免 肾 原 代 细胞 48 小 时 后 ， 绝 大 部 分 细胞 呈现 为 单 核 ， 少 数 双 
B, > 3 核 的 细胞 数 只 有 0.05%。 从 表 1、 图 5 还 可 看 出 ， 多 核 细 胞 形成 率 与 CD 处 理 
的 时 间 有 相应 的 关系 ， 即 随 着 CD 处 理 时 间 的 延长 ， 肿 瘤 细 胞 形成 多 核 的 比例 也 有 所 增 
加 。CD 处 理 96、144 小 时 后 之 3 核 的 比例 ，MA782/5S 一 8102 细胞 分 别 为 47.90%、 
53.12%, HEp2 细胞 分 别 为 43.94% 和 51.94%, 均 高 于 处 理 48 小 时 的 多 核 比 例 。 未 加 CD 


Table 1 Multinucleation of CD-treated MA782/5S-8102. HEp2 
and normal primary baby rabbit kidney culture cells 











- Treatment %cells with nuclei no 
Cell type CD or control 
period (h) i 2 >3 
cD 25.74 37.21 37.05 
48 
Control 97.14 2.26 0.60 
CD 17.58 34.51 47.90 
MA782/5S—8102 96 
Control 95.26 3.93 0.81 
CD 17.11 29.77 53.12 
144 : 
Contro! 91.18 6.66 1.87 
le AN a i oA E E EA 
cD 60.37 21.27 18.37 
48 . 
* Control 95.95 2.81 1.24 
cD 30.72 25.34 48.94 
HEp2 96 
Control 94.87 3.58 1.56 
CD 29.99 18.07 651.94 
144 
Conirol 93.19 4.86 1.96 
CD 96.91 3.04 0.05 
48 
Control 98.95 1.00 0.05 
Primary baby rabbit CD 96.03 3.71 0.26 
96 
Kidney culture cells Control 98.54 1.40 0.07 
CD 95.23 4.38 0.39 
144 
Control 97.94 1.98 0.08 





Note. The date in the table taken from the average values of three time experiments. 
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Fig.5 Multinucleation of CD-treated MA782/5S-8102 HEp2 
and normal primary baby rabbit. kindney culture cells 
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Fig. 1  Multinucleation of CD 一 treated MA782/55—8102 cells for 96 
hr. at 0.4 pg/ml. Arrow shows a metaphase cell. x 303 

Fig. 2 The phenomenon of nuclear extrusion appeared by CD—treated 
MA782/5S—8102 cells for 96 hr. at 0.4pg/ml. The right up 
corner of photograph shows nuclear extrusion of a mononuclear cell, 
In ihe extruded small cells there are a little cytoplasm and still 
attached to major cell by a delicate cytoplasmic thread. x303 

Fig. 3 Multinucleation of CD treated HEp2 cells for 96 hr.at 0.4ug/ml 
x 303 

Fig. 4 CD—treated normal primary baby rabbit kidney culture cells for 
96 hr. at 0.4ug/ml. The almost cells were with mononuclear 
except for individual binucleated cell (arrow shows). x230 
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的 对 照 组 在 处 理 96、144 ON Se Te HE, MA782/5S—8102 细胞 
仅 为 0.81%、1.87%，HEp2 细胞 为 1.56% 和 1.96%。 而 且 ， 随 着 多 核 比 例 的 增加 ， 单 
核 、 双 核 细 胞 数 也 相应 减少 ， 并 出 现 排 核 现象 照片 1 一 3) 。 然 而 正常 婴 免 肾 原 代 培 
养 细胞 即使 在 CD 处 理 时 间 延 长 之 后 ， 其 各 类 核 数 细胞 百分率 的 变化 也 不 明显 。 CD 处 
理 96 小 时 ， 多 核 细胞 数 为 0.26%， 延 长 至 144 小 时 ， 多 核 细 胞 数 为 0.39% ， WRLH 
现象 CH 4) 。 


讨 论 


细胞 松弛 素 引 起 恶性 细胞 形成 多 核 的 报道 较 多 ， 敏 感 剂量 随 细胞 类 型 、 细 胞 松弛 素 
种 类 、 批 号 而 异 〈Somers 等 ，19828 Steiner 等 1978)。 本 文 比 较 了 不 同 浓度 CD 对 MA 
782/595 一 8102 细 胞 的 影响 ， 以 0.1 微 克 / 毫 升 处 理 48 小 时 ， 多 核 率 为 1.55%6 以 0.2 微 
克 / 毫 升 处 理 48 小 时 ， 为 3.99%， 延长 至 120 小 时 ， 亦 仅 13.24%。 而 以 0.4 微 克 / 毫 升 处 
理 48 小 时 ， 多 核 率 可 达 37.05%， 比 0.2 微 克 / 上 毫升 处 理 120 小 时 增加 近 二 倍 ， 且 随处 理 时 
间 的 延长 而 增加 ， 这 表明 MA782/55 一 8102 细 胞 的 多 核 形成 ， 以 0,4 微 克 / 毫 升 为 宜 。 

迄今 ， 鉴 别 正 常 与 恶性 细胞 的 方法 较 多 ， 但 寻找 简易 的 鉴别 方法 仍 值得 探讨 。 
Steiner 等 (1978) 认为 CB 引起 小 鼠 乳 腺 细胞 形成 多 核 细胞 率 与 致 瘤 性 具 一 致 关系 ， 当 
1/3 以 上 的 细胞 具 > 3 核 时 ， 该 细胞 在 体内 将 结 瘤 。 并 提出 ， 该 细胞 在 体外 对 于 CB 的 
反应 可 作为 其 致 瘤 基因 潜能 的 标志 。 1980 年 Medina 等 比较 了 不 同类 型 的 小 鼠 乳 腺 细胞 
对 于 CB 的 反应 ， 正 常 及 瘤 前 纺 胞 的 多 核 形成 率 很 低 (分 别 为 5% 和 4 %〉》， 而 癌 细 胞 
的 多 核 率 很 高 ， 移 殖 性 癌 的 多 核 率 70%》 高 于 原 发 性 癌 (36%)。 作 者 认为 ，CB 引起 
多 核 形 成 试验 是 区 别 癌 前 绸 网 与 篇 细胞 群 的 定性 试验 ， 也 是 乳腺 癌 转 移 的 一 个 定性 预测 
AE, MEHE AE, Mi APRE ABD UH, CD 有 可 能 用 来 做 为 鉴别 正常 
与 肿瘤 细胞 的 一 种 有 用 的 工具 。 本 文 的 结果 进一步 支持 了 上 述 看 法 , 但 对 于 不 同 的 细胞 ， 
不 同 的 细胞 松弛 素 以 及 反应 的 敏感 剂量 ， 尚 待 深入 研究 。 
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ACTION OF CYTOCHALASIN D ON CELLS OF 
MOUSE MAMMARY ADENOCARCINOMA 
CELL LINE (MA782/5S-8102) 


Wang Guiying Hu jieyu Yan Yujuan 


(Depariment of Virology, Wuhan University) 


MA782/5S-8102 cell line derived from mouse mammary adenocarcinoma 
was examined for its response to cytochalasin D (CD). The multinucleation of 
cells in the presence of CD at concentration of 0.4ug/ml was measured, 
Neoplastic HEp2 cell line and normal primary culture derived from the baby 
rabbit kidney were also examined as positive and negative controls, 

The results demonstrated that MA782/5S-8102 and HEp2 cells extensively 
multinucleated in response to CD, whereas normal primary baby rabbit kidney 
culture cells did not multinucleate. After 48h exponsed to CD, the mean per- 
centage of multinucleated cells (> 3 nuclei/cell) was:MA782/5S~8102 cells, 
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37.05%; HEp2 cells, 18.37%. And .as the duration of exponse time to CD 
increased, the multinucleated cells increased in number also, Untill 144h, the 
number of multinucleated cells in MA782/5S-8102 and HEp2 was 53.12% and 
51.94% respectively, whereas. only 0.39% of cells in normal primary baby 
rabbit kidney cultures exhibited multinucleation, 

From above observations, it clearly shows that the uncontrolled nuclear divi- 
sion is a characteristic of neoplastic cells different from normal cells, These results 
suggest that the different response of tumor cells and normal cells to CD may 
be a useful tool for distinguishing normal cells from neoplastic cells in vitro, 
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